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1.0 INTRODUZIO
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l’aumento del metilm
dei livelli di metilm
causa principale di o
vitamina B-12. Alt
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provocando malatt
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Parkinson).1,8,9 

 
3.0 PRINCIPIO 
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I reagenti essenzia
comprendono antico
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Una volta miscel
contenente l’antigen
L’interazione è illust
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Btn  = Biotinylated antibody 
= Antigen (Variable Quantity
po una breve incubazion
zimatico (questa aggiunta r
nsibilità con campioni a 
ggiunta del coniugato enzim
mpetizione tra l’enzima e 
mero limitato di siti leganti. 
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4.1 Richiesto 
1. Pipetta in g

100µl) con
2. Dispensato

(100 & 350
3. Dispensato

coniugato. 
4. Provette in

controllo e 
5. Lavatore p
6. Lettore pe

di 450 nm 
7. Carta asso
8. Involucro 

passaggi d
9. Aspiratore 
10. Timer. 
11. Controlli di

 
5.0 PRECAU

Non per uso 
 
Gli standard p
reattivi per la
nessun met
assicurazione 
standard dev
infettivi e devo
 
Smaltire i com
locali o statal
 
6.0 RACCO
 
I campioni p
normali preca
confronto acc
prelevare il c
campione per 
senza anticoa
campioni sieri
dalle cellule. 
 
I campioni po
un periodo di 5
lasso di tempo
Evitare l’uso 
congelamenti 
0.100ml (100µ
 
7.0 CONTRO
 
Ogni laborato
normali e alti
controlli devon
essere determ
controllo qual
Metodi statist
verificare i tr
accettabilità d
assorbanza 
l’esperienza 

acone contenente  una ba
anuro di potassio. Conserva
abilizzante – 0.7 ml/fiala –

cone contenente tris(2-carbo
e a 2 – 8°C. 
utralizzante – 7 ml/fiala – Ic
cone con buffer che abbass
Conservare a 2 – 8°C. 
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are l’esposizione prolungata
reagenti aperti sono stab
ti a 2-8C. La stabilità del k
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genti sono sufficienti per una

ma non fornito: 
grado di erogare volumi di 0
 una precisione maggiore di 
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ore a volume variabile
 

n vetro per la preparazion
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r micropiastre in grado di le
(lunghezza d'onda di riferime

orbente per asciugare i pozze
di plastica o coperchio p
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(optional) per le fasi di lavag

 qualità interni. 

UZIONI 
 

Per Uso Diagnostico in 
interno o esterno  su sogg

presenti nel kit sono stati test
a presenza di HBsAg, HIV 
todo attualmente dispo
completa che questi agenti

vono essere considerati c
ono essere maneggiati con le

mponenti del kit in base a
li. 

LTA E PREPARAZIONE
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auzioni nella raccolta de
curato attraverso cui sta
campione di mattina a di
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agulanti. Lasciare che il s
ici. Centrifugare il campione

ssono essere conservati a 
5 giorni. Se il campione non 
o, può essere conservato a 
di apparecchiature contam
e scongelamenti. Se testato

µl) di campione. 

OLLO QUALITÀ 
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tici adeguati dovrebbero 
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Icona  

ossietil)fosfina (TCEP). 

cona  
sa il pH dell’estrazione 
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abilire valori normali, 
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sangue coaguli per i 
e per separare il siero 

2-8oC al massimo per 
è testato entro questo 
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minate. Evitare ripetuti 
o in doppio è richiesto 
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oti ed i valori devono 
Creare delle tabelle di 

oni dei reagenti forniti. 
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bbe fissare i limiti di 
noltre, la capacità di 
sere coerente con 
e significativa dalle 

prestazioni stabilite può 
nelle condizioni sperime
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variazioni. 
 
8.0 PREPARAZIONE
 
1. Wash Buffer 
  Diluire il contenuto de

acqua distillata o deio
conservazione. Il Buf
30C fino a 60 giorni.

 
Nota 1: Non utilizzare la

colorazione blu. 
Nota 2: Non utilizza

presentano sviluppo
 

2. AGENTE DI ESTRAZ
 Aggiungere un’aliquot

una soluzione diluita a
rilascio). Per esemp
aggiungere 0.100ml (
(3900µl) di agente di r

 
3. ESTRAZIONE DEL C
 Preparare abbastanz

calibratori. Dispensar
provetta. Pipettare 0.0
preparato in ogni pro
addizione. Lasciare c
Dopo i 15 minuti d
neutralizzante, agitar
buffer neutralizzante 
reazione si completi p
pozzetti.  

 
Nota 3: Si raccomanda 
Nota 4: È estremament

accurata il volume c
pipettare toccando 
inclinata. 

Nota 5: Campioni alta
diluiti 1:1 con so
l’estrazione. 

 
9.0 PROCEDURA DE
 
Prima di procedere con il
i  calibratori a temperatur
** Il test deve essere es
 
1. Preparare il numero a

calibratori, controlli e
testati in doppio. Ri
sacchetto in allumin

2. Pipettare 0.050ml (50
pozzetto assegnato. 

3. Aggiungere 0.050ml (
in ogni pozzetto.  

4. Agitare gentilmente 
miscelare. 

5. Coprire e incubare pe
6. Aggiungere 0.050ml (

B12  in ogni pozzetto.
Aggiungere direttam
nei pozzetti. 

7. Agitare gentilmente 
miscelare. 

8. Coprire e incubare pe
9. Eliminare il contenu

aspirazione. Se per de
pozzetti su carta asso

10. Aggiungere 0.350ml (
sezione Preparazione
e asciugare) o aspira
totale di tre (3) lav
utilizzare un lavator
istruzioni d’uso de
spruzzetta evitare sc

11. Aggiungere 0.100ml 
pozzetto. Aggiunger

indicare un cambiamento 
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E DEI REAGENTI 
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EL TEST 
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in maniera 
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a in vetro 
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a 2-8C. 
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ordine in modo
reazione tra un 

NON AGITARE LA P
12. Incubare a temp
13. Aggiungere 0.05

e agitare gent
Aggiungere se
modo da minim
tra un pozzetto 

14. Leggere l’assorb
lunghezza d’ond
risultati entro 
stop. 

 
Nota: Diluire i ca

maggiore di 200
pg/ml calibratore

 
10.0 CALCOLO 
 
Utilizzare una curva
di Vitamina B-12 in c
1. Registrare l’asso

come indicato ne
2. Riportare l’asso

funzione della ri
pg/ml su carta 
duplicati degli sta

3. Tracciare la migl
4. Per determinare

campione non 
duplicati per ogn
grafico, trovare i
la concentrazion
(i duplicati dei c
come indicato). 
(1.53) interseca 
Vitamina B-12 a 

 
Nota:  Per l’elabora

dei software pro
micropiastra. Ac
caso di utilizzo. 
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o da minimizzare le differen
pozzetto e l’altro.  

PIASTRA DOPO L’AGGIUNTA DE
eratura ambiente per venti (2

50ml (50µl) di soluzione stop
tilmente la piastra per 
mpre i reagenti nello st

mizzare le differenze nei te
e l’altro.  

banza in ogni pozzetto a 450
da di riferimento di 620-630
15 minuti dall’aggiunta d

ampioni la cui concentraz
00pg/ml a 1:5 e 1:10 con V
e e testare di nuovo. 

DEI RISULTATI 

a standard per determinare la
campioni non noti.   
orbanza ottenuta dal lettore
ell’esempio 1. 
rbanza di ciascun duplicato
spettiva concentrazione di V
semilogaritmica (non fare 

andard prima di riportare). 
lior curva di calibrazione. 
e la concentrazione di Vitam

noto, identificare l’assorba
ni campione non noto sull’a
l punto di intersezione sulla

ne (in pg/ml) dall’asse orizzo
campioni non noti possono 
Nel seguente esempio l’as
la curva standard della co

391.4 pg/ml (vd. figura 1). 

azione della curva possono
gettati appositamente per i 

ccertarsi della validazione d
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A1 2.898 
2.89 

B1 2.891 
C1 2.495 

2.45 
D1 2.415 
E1 2.107 

2.06 
F1 2.023 
G1 1.544 

1.51 
H1 1.468 
A2 0.662 

0.63 
B2 0.604 
C2 0.263 

0.25 
D2 0.239 
G2 1.479 

1.53 
H2 1.573 
ono a titolo esemplificativo. N
ati del saggio. 

nze nei tempi di 
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20) minuti. 

p in ogni pozzetto 
15-20 secondi. 
esso ordine in 
mpi di reazione 

0nm (usando una 
0nm) Leggere i 
della soluzione 

zione si ritiene 
Vitamina B-12 ‘0’ 

a concentrazione 

e di micropiastre 

o di standard in 
Vitamina B-12 in 

una media dei 

mina B-12 in un 
anza media dei 
sse verticale del 
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ontale del grafico 
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.0 PARAMETRI Q.C. 

inché i risultati del test ris
ddisfatti i seguenti criteri: 
L’assorbanza (OD) del cal
1.3. 
Quattro su sei pool di contro
i range stabiliti. 
 
.0 PRECAUZIONI 

scheda di sicurezza di q
hiesta. 

.1  Performance 
È importante che il tempo d
stesso per ottenere risultati 
L’aggiunta del campione no
per evitare risultati scorretti.
Non utilizzare campioni a
contaminati. 
Se si utilizza più di una pia
un’altra curva di riferimento 
L’aggiunta della soluzione
reazione cinetica che termi
stop. Pertanto il substrato e
aggiunte nella stessa sequ
durante la reazione.  
I lettori di micropiastre misu
il fondo dei pozzetti. 
La mancata rimozione della
aspirazione o decantazione
Utilizzare componenti dello 
reagenti di lotti differenti.  
Pipettare in maniera accura
e temperature richieste son
 Tutte le norme nazionali a
cui, ma non limitato a, b
devono essere seguite 
l’utilizzo corretto del disposi
 È importante calibrare le at
e/o strumenti automatici ut
eseguire la manutenzione d
 MSDS – come previsto dall
per altri dispositivi posso
Monobind@monobind.com.

.2 Interpretazione 
L’interpretazione dei risu
personale qualificato. 
I risultati di laboratorio sono
la cura del paziente e non d
terapia, in particolare se in c
I reagenti sono stati formu
interferenze. Tuttavia una
campioni di siero e i reagen
anticorpi eterofili sono spes
è nota la loro problema
immunologici. (Boscato 
antibodies: a problem for
1988:3427-33). A scopo d
saggio devono essere util
indagini cliniche e la storia c

ontali per 0.738 per convertir

sultino attendibili devono e

libratore 0 pg/ml deve ess

ollo qualità devono rientrare 

questo prodotto è disponibi

di reazione in ogni pozzetto 
riproducibili.  

on deve avvenire oltre i 10 m
. 
altamente lipemici, emolizz

astra, si raccomanda di gen
standard. 

e substrato dà inizio ad
na con l’aggiunta della solu

e la soluzione stop devono e
uenza per evitare scarti tem

urano verticalmente. Non to

a soluzione in fase di lavagg
 può determinare risultati err
stesso lotto. Non interscam

ata e precisa e il rispetto di 
o essenziali. 
pplicabili, regolamenti e leg
buone procedure di labora
scrupolosamente per gar
tivo.  
ttrezzature, pipette, lettori, la
tilizzati con questo dispositiv
di routine.  
a Direttiva 98/79EC – per qu
ono essere richiesti via m
. 

ultati deve essere esegui

o solo un aspetto per determ
devono essere l’unica base 
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13.0 VALOR
 
In accordo 
popolazione s
AccuBind® EL

Valori att
Popol

Neo
Ad

Adulti 
 
È importante 
attesi attraver
“sana” dipend
metodo, la po
queste ragion
valori attesi st
determinato u
nell’area in cu
 
14.0 CARAT
 
14.1     Precis
La precisione 
è stata deter
controllo. Il nu
() e il coeffici
di controllo so
 

Va
Sample 
Low 
Normal 
High 

Sample 
Low 
Normal 
High 

*Misurati su 1
giorni. 
 
14.2   Sensibi
Il test system
sensibilità di 
determinando 
2 (95% certe
 
14.3      Accur
Il test system
comparato co
campioni biolo
relativamente 
pg/ml). Il num
equazione di
correlazione p
riferimento. I d
 

Metodo 
Questo metodo 
(Y) 
Riferimento (X) 

 

ti validi, controlli adeguati e 
mpresi nei range elencati e n
è alterato miscelando reag
sultati errati, o se i risultati v
non corretta, Monobind 
ilità. 
zza un software per dosag
devono cadere entro il 10%
. 

RI ATTESI 

con intervalli di riferimen
ana, i range attesi per il test 
LISA Test System sono spec

 
TABELLA 1 

tesi  per il test - Vit B12 Acc
lazione pg/ml
onati 160 - 1300 
dulti 200 – 835 
 > 60 a 110 – 800 

ricordare che la creazione 
rso un determinato metodo
de da una molteplicità di fa
opolazione testata e la preci
i ogni laboratorio deve dipe
tabiliti dal produttore solo fin
un range utilizzando una 
i è situato il laboratorio. 

TTERISTICHE 

sione 
del test system Vitamina B

rminata analizzando tre di
umero (N), i valori medi (X), l
ente di variazione (C.V.) per
no illustrati nelle Tabelle 2 e

TABELLA 2 
riazione intra-dosaggio (Valo

 N X 
20 334.8 24.3
20 484.9 17.6
20 925.3 28.3

 
TABELLA 3 

Variazione inter-dosaggio (V
N X 
18 314.9 49.4
18 441.3 46.7
18 913.1 39.4

10 saggi in duplicato in un

ilità 
m Vitamina B-12 AccuBi

70.13 pg/ml. La sensibil
la variabilità del calibratore

ezza). 

ratezza 
m Vitamina B-12 AccuBi

on un metodo di riferimento
ogici con livelli di vitamina 
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ero totale di tali campioni è
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TABELLA 4 

Mezzo (x) 

Minima equa
di Regressio
Quadratica

654.3  y= 1.0186x -4

690.2  

altri parametri devono 
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genti di kit diversi e 
vengono interpretati in 

non avrà alcuna 

ggi Elisa, i valori dei 
% delle concentrazioni 

nto stabiliti per una 
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cificati nella Tabella 1. 

cuBind® ELISA12  
pmol/L
118-959 

148 – 616 
81 – 590 

di un range di valori 
 per una popolazione 

attori: la specificità del 
sione del metodo. Per 

endere da un range di 
no a quando non verrà 
popolazione indigena 

-12 AccuBind® ELISA 
versi pool di sieri di 
la deviazione standard 
r ognuno di questi sieri 

e 3. 

ori in pg/ml) 
C.V. 

3 7.3% 
6 3.6% 
3 3.1% 

Valori in pg/ml) 
C.V. 

4 15.7% 
7 10.6% 
4 4.8% 
n arco di tempo di 10 

nd® ELISA ha una 
ità è stata calcolata 

e 0 ng/ml e utilizzando 

nd® ELISA è stato 
o. Sono stati utilizzati 
B-12 bassi, normali e 
ra 156 pg/ml – 1830 
è pari a 56. La minima 

e il coefficiente di 
colati con il metodo di 
lla Tabella 4.. 

azione 
one Coefficiente 

Correlazione
48.82    0.9506 

 

Solo una piccola quantità
metodo di riferimento so
medi. La minima equaz
coefficiente di correlazio
metodo. 
 
14.4   Specificità 
La cross reattività deg
determinate sostanze è s
interferenti in varie conce
  

Sostanza 
Bilirubin 
Rhematoid Factor
Cobinamide 
Lipemia 
Hemoglobin 
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